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Verfahren und Vorrichtung zur Vermehrung und Differenzierung von Zellen 
in Anwesenheit von Wachstumsfaktoren und einer biologischen Matrix oder 

Tragerstruktur 

Die vorliegende Erfindung betrifift die Verwendung von mindestens einem 
Wachstumsfaktor in isolierter Form zur Kultivierung von primar differenzierten 
Zellen, zur lokal spezifischen und/oder gerichteten Differenzierung adulter Zellen 
und/oder zur Regeneration von Knochen, Geweben und/oder endokriner Organe. 

In der Ontogenese, also der Keimesentwicklung des Einzelwesens, werden 
Wachstumsfaktoren exprimiert, die grundlegende strukturelle und hinsichtlich der 
Zellzahl numerische Prozesse auslosen konnen. Im wachsenden Organismus geht 
die Fahigkeit zu strukturellen Reparaturen durch Regeneration zunehmend verlo- 
ren, da diese Wachstumsfaktoren nicht mehr exprimiert werden. Faktoren des 
Knochenmarks bzw. der blutbildenden Organe sind wahrend spezifischen ontoge- 
netischen Prozessen an Wachstumsprozesse anderer Organe zeitlich gekoppelt 

Ein Nachteil bekannter Wachstumsfaktoren, wie z.B. "Epidermal Growth Factor" 
(EGF), "Vascular Endothelial Growth Factor" (VEGF) oder "Hepatocyte Growth 
Factor" (HGF), ist dass die Vermehrungsprozesse, insbesondere beim Einsatz 
primarer Zellen in vitro limitiert sind und dass der Einsatz in vivo wegen mogli- 
cher Nebenwirkungen, wie z.B. der Aktivierung von Onkogenen , problematisch 
ist. 

Bisher wurde angenommen, dass Gewebeextrakte, wie z.B. aus der Hypophyse 
oder dem Hypothalamus, besonders geeignet sind, eine Zellvermehrung bei He- 
patozyten zu bewirken (siehe z.B. U.S. 6,008,047). Derartige tierische oder gele- 
gentlich humane Extrakte wurden bereits Zellkulturen zugegeben. Die Verwen- 
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dung tierischer oder humaner Gewebeextrakte ist vor dem Hintergrund ubertrag- 
barer viraler Erkrankungen, wie z.B. BSE, Schweine- oder Schaf-Viren, im La- 
borbetrieb oder in der klinischen Anwendung jedoch problematisch. Die Verwen- 
dung derartiger Extrakte dokumentiert das mangelnde Wissen der eigentlich rele- 

5 vanten Faktoren und deren Einsatz- und Wirkpotentiale. Ein weiterer wesentlicher 
Nachteil ist, dass durch derartige heterogene Extrakte, die im allgemeinen schwer 
definierbar sind und erheblich von der verwendeten Quelle abhangen, auch Fakto- 
ren in die Kultur eingebracht werden, die unter Umstanden bei einer klinischen 
Anwendung unerwiinschte Nebenwirkungen oder Eigenschaften bewirken. Die 

10 genaue Kenntnis der Faktoren und deren kontrollierten Gabe w2re daher sowohl 
ein wichtiger Faktor, urn Zellen, insbesondere im Bereich des Tissue Engineering, 
entsprechend vermehren und differenzieren zu konnen als auch urn strukturelle 
Prozesse der dreidimensionalen (3-D) Regeneration zu induzieren. 

15 Insbesondere beim Tissue Engineering stehen derartige strukturelle Vorgaben im 
Vordergrund, wobei das 3-D-Wachstum und dessen Initiation bisher nicht ver- 
standen ist. Konventionelle Ansatze wie Aggregatkulturen erreichen zwar eine 
hohe Dichte, mussen aber mit vorexpandierten oder aus primaren Geweben iso- 
lierten Zellen, z. B. Hepatozyten, aufgebaut werden. Ein induktiver Wachstums- 

20 prozess in eine bestimmte, vorgegebene Struktur war bisher nicht mSglich. 

Im Gegenteil werden heutzutage noch Zellen, wie z.B. Hepatozyten, nach den 
Vermehrungsphasen in ein Gel eingebettet, urn die Bildung von weiteren, auch 
groJJen Aggregaten (Superaggregaten) zu vermeiden. Diese Gele sind in der Aus- 

25 dehnung zweidimensional, enthalten eine hohe Zelldichte und stoppen daher die 
Zellvermehrung. Derartige 2-D-Geleinschltisse, die in Schichten resultieren, wur- 
den bereits von Bader et al. (1995), Artif. Organs., 19, 368-374 als Sandwichmo- 
dell oder "gel entrapment" beschrieben. Durch die Einbettung von Aggregaten in 
Gelen kommt es zwar zu einer Verbesserung des Erhalts der Differenzierung, je- 

30 doch nicht zu einem weiteren Wachstum. 
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Ein formschaffendes Wachstum aus wenigen Vorlauferzellen in eine 3-D-Struktur 
und ein induktives Verhalten fur Nachbarschaftsprozesse im Sinne einer Gewebe- 
regeneration in vitro und in vivo war bisher nicht moglich. Ein induktive Wachs- 
tumsverhalten von Zellen bedeutet jedoch gerade fur therapeutische oder biotech- 

5 nologische Prozesse eine erhebliche Innovation. Ein derartiges Wachstumsver- 
halten sollte, unterstutzt durch eine 3D Tragermatrix, ein Wachstum nicht nur im 
Sinne einer Besiedlung oder einem strukturellen Remodelling erlauben, sondem 
tatsachlich eine gerichtete de novo Formierung aus einem Induktionsnukleus er- 
lauben konnen. Derartige Prozesse laufen in der Ontogenese ab und bauen auf 

10 eine vorher existierende Anlage auf. 

Bekannt ist lediglich, dass Wachstumsfaktoren, insbesondere bei neuronalen Pro- 
genitoren fotalen Ursprungs wie z.B. "Leukemia Inhibitory Factor 11 (LIF), "Ciliary 
Neurotropic Factor" (CNTF), "Glial Derived Neurotrophic Factor" (GDNF) oder 
15 "nerve growth factor" (NGF), eine Proliferationsphase undifferenzierter Neuronen 
ermoglichen. Nach Erreichen einer Differenzierung konnen diese Faktoren jedoch 
nicht mehr wirken. 

Beim Tissue Engineering haben wir zus&tzlich das Problem, dass patientenspezifi- 
20 sche, adulte Zellsysteme verwendet werden, die bereits weiter differenziert sind 
als fotale Zellen. Zusatzlich handelt es sich in situ als auch in vitro urn Kokultur- 
situationen, die in der klassischen Anwendting nicht beriicksichtigt werdeh. Im 
Gegenteil es wird beispielsweise sogar versucht, Kokulturen aus Endothelzellen, 
Makrophagen und Fibroblasten, wie sie in der Leber vorkommen, bei der Expan- 
25 sion der parenchymatosen Leberzellen zu vermeiden, da sie nicht erwunscht sind. 
Man weiB jedoch inzwischen, dass die Gegenwart dieser sogenannten nichtparen- 
chymalen Zellen in differenzierten Kulturen wesentlich zu der Differenzierung 
beitragen. 

30 Es ist daher wiinschenswert, ein Vermehrungsverfahren in vitro und/oder ein Re- 
generationsverfahren in vivo zu schaffen, das den physiologischen Zustand dieser 
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Zellsysteme im wesentlichen erhalten kann und ein im wesentlichen strukturelles 
Wachstum ermoglicht: 

Es wurde nun gefunden, dass die Verwendung der Wachstumsfaktoren Thrombo- 
5 poietin (TPO) und/oder Erythropoietin (EPO) und/oder Wachstumshormon (GH), 
und/oder Somatostatin und/oder "Leukemia Inhibitory Factor" (LIF) und/oder 
"Ciliary Neurotropic Factor" (CNTF) die Vermehrung und Differenzierung von 
Zellen einleitet bzw. terminiert und strukturell lenkt. 

10 tJberraschenderweise wurde hierdurch nicht nur eine Vermehrung der Zellen, 
sondem auch eine Induzierung struktureller Prozesse bewirkt, insbesondere wenn 
uber eine induktive Wirkung bei einem Implantat vor Ort (in situ) beispielsweise 
uber einen sogenannten Homingprozess eine lokal spezifische Zellvermehrung 
und gerichtete Differenzierung bewirkt wird. Das bedeutet, dass die Wachstums- 

15 hormone diese strukturellen Prozesse auslosen aber auch terminieren konnen. 

Gegenstand der Erfindung ist daher ein Verfahren zur Vermehrung und Differen- 
zierung von Zellen in vitro, bei dem der Wachstumsprozess der Zellen durch den 
Einsatz der Wachstumsfaktoren TPO und/oder EPO und/oder GH, insbesondere 
20 HGH und/oder Somatostatin und/oder LIF und/oder CNTF eingeleitet bzw. termi- 
niert und strukturell gelenkt wird. 

So ist TPO beispielsweise auch bekannt als c-Mpl-Ligand, mpl-Ligand, Me- 
gapoietin oder Megakariozyten-Wachstums- und Entwicklungsfaktor und wurde 
25 bislang nicht in der Kultur von z. B. adulten Hepatozyten oder anderen primaren 
Zellen eingesetzt, aufier von Thrombozyten oder ihren Vorlaufern. TPO ist essen- 
tiell notwendig fur die Entwicklung und Proliferation von Megakariozyten und 
Thrombozyten und somit fur die Bildung von Blutplattchen. TPO wird als 332 
Aminosaure-langes Protein konstitutiv in der Leber und in den Nieren produziert. 
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Als zusatzliche Wachstumsfaktoren konnen gemaB der vorliegenden Erfindung 
"Transforming Growth Factor beta" (TGF beta), Prostaglandine, Granulozyten- 
Makrophagen-stimulierender Faktor (GM-CSF), "Growth Hormone Releasing 
Hormone" (GHRH), "Thyrotropin-releasing Homone" (TRH), "Gonadotropin- 
releasing Hormone" (GnRH), "Corticotropin-releasing Hormone" (CRH), Dopa- 
min, "Antidiuretic Hormon" (ADH), Oxytocin, Prolactin, Adrenocorticotropin, 
beta-Celltropin, Lutrotropin und/oder Vasopressin eingesetzt werden. 

Neben einer Beendigung bzw. Reduzierung der Zufuhr der beschriebenen 
Wachstumsfaktoren zu der Kultur eignen sich zur Tenninierung des erfindungs- 
gemaBen Wachstumsprozesses auch Somatostatin und/oder TGF beta und/oder 
Prostaglandine. 

Die einzelnen Konzentrationen der Wachstumsfaktoren liegen in Losung flbli- 
cherweise bei ca. 1 bis ca. 100 ng/ml, vorzugsweise bei ca. 10 bis ca. 50 ng/ml, 
insbesondere bei ca. 10 bis ca. 20 ng/ml. Bei lokalen Beschichtungen kSnnen die 
Konzentrationen der Wachstumsfaktoren jedoch auch ein Vielfaches davon betra- 
gen. 

Beispielsweise konnen bei der Regeneration endokriner Organe die Interaktion 
der Wachstumsfaktoren, insbesondere von "Growth Hormone Releasing Hormo- 
ne" (GHRH), "Thyrotropin-releasing Homone" (TRH), "Gonadotropin-releasing 
Hormone" (GnRH), "Corticotropin-releasing Hormone" (CRH), Somatostatin, 
Dopamine, "Antidiuretic Hormone" (ADH) und/oder Oxytocin, mit der Trager- 
matrix in situ eine endokrine Differenzierung und/oder Wachstum auslSsen. 

Des weiteren kOnnen Prolactin, Adrenocorticotropin, beta-Celltropin, Lutrotropin 
und/oder Vasopressin fur die strukturellen Prozesse eingesetzt werden. 

In einer weiteren Ausfuhrungsform konnen zusStzlich ein oder mehrere Nervenre- 
generationsfaktoren, vorzugsweise "nerve growth factor" (NGF) und/oder ein oder 
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mehrere GefaBregenerationsfaktoren, vorzugsweise "Vascular Endothelial Growth 
Factor" (VEGF) und/oder "Plateled Derived Growth Factor" (PDGF), eingesetzt 
werden. 

In Anwesenheit von Endothelzellen kann auch eine Endothelialisierung der Zellen 
und somit eine optimale Hamokompatibilitat erreicht werden. 

Die genannten Wachstumsfaktoren sind im allgemeinen kauflich zu erwerben, 
konnen aber auch gentechnisch nach dem Fachmann bekannten Methoden herge- 
stellt werden, Sie umfassen nicht nur die natiirlich vorkommenden Wachstums- 
faktoren, sondern auch Derivate oder Varianten mit im wesentlichen derselben 
biologischen Aktivitat. 

So ist beispielsweise TPO von der Fa. CellSystems GmbH, St. Katharinen kauf- 
lich zu erwerben. Fur die Kultivierung von humanen adulten Hepatozyten wird 
die Verwendung von humanem TPO bevorzugt. Des weiteren ist die Herstellung 
und Charakterisierung von TPO und dessen Varianten beispielsweise in EP 1 201 
246, W095/21919, WO95/21920 und W095/26746 beschrieben. 

Als Varianten von TPO eignen sich beispielsweise die in der W095/21919 be- 
schriebenen TPO-Derivate oder die in WO95/21920 beschriebenen allelischen 
Varianten oder Spezieshomologe oder das in W095/26746 und EP 1 201 246 be- 
schriebene pegylierte TPO, ohne sie darauf zu beschranken. Als pegyliertes TPO 
wird im Sinne der vorliegenden Erfindung TPO-Derivate verstanden, die an ein 
organisches Polymer, wie z.B. Polyethylenglykol, Polypropylenglykol oder Po- 
lyoxyalkylen, gebunden sind. Als weitere Varianten von TPO werden auch Deri- 
vate von TPO verstanden, die eine Sequenzidentitat von weniger als 100% besit- 
zen und dennoch die Aktivitat von TPO, wie vorzugsweise in EP 1 201 246 be- 
schrieben, besitzen. Oblicherweise besitzen TPO-Derivate eine Sequenzidentitat 
von mindestens 70%, vorzugsweise mindestens 75%, insbesondere mindestens 
80% und vor allem mindestens 85% im Vergleich zu humanem TPO einschlieB- 
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lich derer Fragmente mit TPO-Aktivitat Eine besonders bevorzugte TPO- 
Aktivitat im Sinne der vorliegenden Erfindung ist die Beschleunigung der Prolife- 
ration, Differenzierung und/oder Reifung von Megakaryozyten oder Megakaryo- 
zyten-Vorlaufer in Plattchen-produzierende Formen dieser Zellen durch TPO oder 
5 dessen V arianten. 

EPO wird auch als embryonale Form des TPO bezeichnet und ist mit seinen Vari- 
anten z. B. in der EP 0 148 605, EP 0 205 564, EP 0 209 539, EP 0 267 678 oder 
EP 0 41 1 678 beschrieben. 

10 

Die oben naher beschriebenen, beispielhaften Derivate und Varianten gelfen in 
analoger Weise auch fur die anderen genannten Wachstumsfaktoren. 

Der Begriff Wachstumsfaktor ist folglich gemaB der vorliegenden Erfindung nicht 
15 nur auf die natiirlich vorkommenden Formen beschrankt, sondem umfasst auch 
nicht natiirlich vorkommende Formen bzw. Varianten oder Derivate. Der Begriff 
Wachstumsfaktor umfasst gemaB der vorliegenden Erfindung nicht nur Wachs- 
tumsforderer, sondern auch Wachstumsinhibitoren, wie z. B. Somatostatin, TGF 
beta und/oder Prostaglandin. Derartige Wachstumsinhibitoren eignen sich insbe- 
20 sondere zur Unterdruckung bzw. Hemmung des Wachstums von veranderten 
Zellen, wie z. B. Tumorzellen, indem diese gleichzeitig oder sequenziell bei- 
spielsweise auch mittels Hydrogele oder Slow-release Materialien hochkonzen- 
triert, lokal eingesetzt werden. 

25 Der erfindungsgemaBe Wachstumsprozess wird in einer ftir die jeweiligen Zellen 
geeigneten Kultur dvirchgefuhrt. Hierbei konnen mittels einer geeigneten Vor- 
richtung die sich gegebenenfalls wahrend des Wachstumsprozesses bildenden 
Zellaggregate zerkleinert imd gegebenenfalls eingekapselt und gegebenenfalls 
eingefroren werden. 
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Als Vorrichtung eignet sich beispielsweise ein Gitter mit z. B. einer schneidenden 
Maschenstruktur von beispielsweise 500 nm GroBe, die bewirkt, dass immer wie- 
der neue Tochteraggregate von beispielsweise Hepatozyten entstehen konnen. 
Dies kann vorteilhafterweise in einem vollstandig geschlossenen System gesche- 

5 hen. Insbesondere konnen beriihrungslose, automatisch oder manuell gesteuerte 
Pumpsysteme eingesetzt werden, die z. B. aus Kolbenpumpen bestehen oder ma- 
gnetisch bzw. durch Druckluftkompression von Schlauchen erzeugte, gerichtete 
Strome erzeugen. In Anwesenheit von Endothelzellen kann es durch den Scher- 
stress in einem perfimdierten Bioreaktor zu einer spontanten Konfluenz der En- 

10 dothelzellen auf den Oberflachen der Aggregate kommen, was fur die weitere 
Verwendung vorteilhaft sein kann. 

Fur die Einkapselung eignen sich dem Fachmann bekannte, geeignete Materialien, 
in die beispielsweise strukturierte Formen oder Raume integriert werden, die eine 
15 in situ Wachstumsstraktur bzw. VergroBerung ermoglichen. Alternativ kann auf 
die Kapsel verzichtet werden und beispielsweise in Gegenwart von Endothelzel- 
len eine Endothelialisierung und somit eine optimale Hamokompatibilitat erreicht 
werden. 

20 In einer weiteren Ausfuhrungsform wird der Wachstumsprozess der Zellen lokal 
eingeleitet bzw. terminiert und strukturell gelenkt, vorzugsweise durch eine biolo- 
gische Matrix. 

Die biologische Matrix wird hierbei beispielsweise mit einem der genannten 
25 Wachstumsfaktoren oder mit einer {Combination der genannten Wachstumsfakto- 
ren als Mischxmg oder sequenziell behandelt. Hierdurch wird auch bei adulten 
Zellsystemen noch eine 3D-Regeneration und/oder eine artifizielle Lenkung einer 
Gewebereparatur bzw. Gewebezuchtung ermoglicht. 

30 Die biologische Matrix ist tiblicherweise ein Implantat, z. B. ein Stent, ein Patch 
oder ein Katheter, ein Transplantat, z. B. ein Hauttransplantat, und/oder ein TrS- 
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germaterial zum Wachstum von Zellen, z.B. ein sogenanntes Slow-release Mate- 
rial, z.B. ein Hydrogel beispielsweise auf der Basis von Fibrin und/oder Polymere, 
wie z. B. Polylaktid oder Polyhydroxyalkanoat, und/oder Alginate, ein Knoche- 
nersatzmaterial, z.B. Tricalciumphosphat, ein allogenes, autologes oder xenogenes 
azellularisiertes oder nicht-azellularisiertes Gewebe, z.B. eine Herzklappe, Ve- 
nenklappe, Arterienklappe, Haut, GefaB, Aorta, Sehne, Cornea, Knorpel, Kno- 
chen, Tracea, Nerv, Miniskus, Diskus intervertebralis, Ureteren, Urethra oder Bla- 
se (siehe z. B. EP 0 989 867 oder EP 1 172 120), eine Matrix wie z.B. eine Lami- 
nin-, Collagen IV- und/oder Matrigel-Matrix, vorzugsweise ein Feeder-Layer, wie 
z.B. Collagen I-, 3T3- und/oder MRC-5-Feeder Layer, oder ein Collagenfliefl. 

In einer weiteren bevorzugten Ausftihrungsform wird die biologische Matrix mit 
Zellen, vorzugsweise gewebespezifischen Zellen, Vorlauferzellen, Knochen- 
markszellen, peripheres Blut, Fettgewebe und/oder Fasergewebe, z.B. mit adulten 
Vorlauferzellen aus dem Knochenmark, nach dem Fachmann bekannten Verfah- 
ren vorbesiedelt. Dadurch kann erreicht werden, dass der in vivo Wundheilungs- 
prozess in vitro vorweggenommen wird und damit nach Implantation in vivo eine 
verkurzte Reintegrationszeit erfolgt. 

Als Zellen gemaB der vorliegenden Erfindung werden insbesondere adulte Zellen, 
d. h. primar differenzierte Zellen, die bevorzugt keinen embryonalen oder fotalen 
Phanotyp mehr besitzen, verwendet und besonders bevorzugt humane adulte Zel- 
len. Beispiele hiervon sind adulte Progenitorzellen, gewebespezifische Zellen, 
vorzugsweise Osteoblasten, Fibroblasten, Hepatozyten und/oder glatte Muskel- 
zellen. 

Es konnen aber auch veranderte Zellen, wie z. B. Tumorzellen, durch z. B. eine 
hochkonzentrierte, gleichzeitige oder sequenzielle Gabe von Wachstumsinhibito- 
ren, wie Somatostatin, TGF beta und/oder Prostaglandin unterdrilckt bzw. inhi- 
biert werden. Hierbei k6nnen die bereits erwahnten Hydrogele oder Slow-release 
Materialien eingesetzt werden, die mindestens einen der genannten Wachstuinsin- 
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hibitoren enthalten oder damit angereichert sind, und lokal oder in der Nachbar- 
schaft der veranderten Zellen appliziert werden. 

Das erfindungsgemaBe Verfahren eignet sich somit insbesondere zur lokal spezi- 
fischen und/oder gerichteten Vermehrung, strukturellem Wachstum und nachfol- 
gender Differenzierung adulter Zellen und/oder zur Regeneration von Knochen, 
Geweben und/oder endokriner Organe, z.B. von Herzklappen, Venenklappen, 
Arterienklappen, Haut, GefaBen, Aorten, Sehnen, Cornea, Knorpel, Knochen, 
Tracea, Nerven, Miniskus, Diskus intervertebralis, Ureteren, Urethra oder Blasen. 

Das erfindungsgemaBe Verfahren kann auch zur lokalen Applikation in vivo ein- 
gesetzt werden, in dem die genannten Wachstumsfaktoren entweder allein oder in 
Kombination als Mischung oder sequenziell eingesetzt werden oder in Kombina- 
tion mit den genannten biologischen Matrizes oder TrSgerstrukturen, beispiels- 
weise fur die Geweberegeneration, wie z. B. die Leberregeneration, Herzmuskel- 
regeneration oder fur die Wundheilung im Bereich Haut, z.B. bei diabetischen 
Ulzera, oder Gingiva. Beispielsweise kann z. B. TPO in einem Hydrogel, z. B. 
Fibrin und/oder ein Polymere, wie z. B. Polylaktid oder Polyhydroxyalkanoat, 
und/oder ein Alginat, auf die Resektionsflache z. B. einer Leber zur Leberregene- 
ration aufgebracht werden oder bei z. B. akutem Leberversagen uber einen Port 
mit Hilfe eines Katheters lokal oder systemisch appliziert werden. Die genannten 
Wachstumsfaktoren konnen somit z. B. vor, wahrend oder nach einer Leberresek- 
tion bzw. Entfernung von Lebergewebe appliziert werden, urn die Leberregenera- 
tion zu xinterstutzen. Beim Einsatz der genannten Wachstumsfaktoren zur Forde- 
rung der Knorpelregeneration kann der oder konnen die Wachstumsfaktoren di- 
rekt in das Kniegelenk injiziert werden. Somit kann der oder konnen die Wachs- 
tumsfaktoren Uber die Synovialflussigkeit direkt auf die Bildung einer neuen 
Knorpelstruktur wirken. 

Folglich bezieht sich die vorliegende Erfindimg auch auf die Verwendung der 
Wachstumsfaktoren TPO und/oder EPO und/oder GH und/oder Somatostatin 
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und/oder LEF und/oder CNTF zur Herstellung eines Arzneimittels zur Behandlung 
der Regeneration von Knochen, Knorpel, Geweben und/oder endokriner Organe, 
z.B. parenchymateser und/oder nicht-parenchymatoser Organe, insbesondere von 
Herzmuskel, Herzklappen, Venenklappen, Arterienklappen, Haut, GefaBen, Aor- 

5 ten, Sehnen, Cornea, Knorpel, Knochen, Tracea, Nerven, Miniskus, Diskus inter- 
vertebralis, Ureteren, Urethra oder Blasen, bzw. zur Behandlung von Degenerati- 
onserkrankungen und/oder zur Untersttitzung des Wundheilungsprozesses, insbe- 
sondere im Bereich Haut, vorzugsweise bei diabetischer Ulzera oder Gingiva 
und/oder zur Behandlung von Lebererkrankungen, insbesondere von Leberzirrho- 

10 se, Hepatitis, akuten oder chronischen Leberversagen. 

In einer besonderen AusfUhrungsform wird als Wachstumsfaktor zusatzlich 
"Transforming Growth Factor beta" (TGF beta), Prostaglandine, Granulozyten- 
Makrophagen-stimulierender Faktor (GM-CSF), "Growth Hormone Releasing 

15 Hormone" (GHRH), "Thyrotropin-releasing Homone" (TRH), "Gonadotropin- 
releasing Hormone" (GnRH), "Corticotropin-releasing Hormone" (CRH), Dopa- 
min, "Antidiuretic Hormon" (ADH), Oxytocin, Prolactin, Adrenocorticotropin, 
beta-Celltropin, Lutrotropin und/oder Vasopressin verwendet bzw. zusatzlich ein 
oder mehrere Nervenregenerationsfaktoren, vorzugsweise "nerve growth factor" 

20 (NGF) und/oder ein oder mehrere GefaBregenerationsfaktoren, vorzugsweise "Va- 
scular Endothelial Growth Factor" (VEGF) und/oder "Plateled Derived Growth 
Factor" (PDGF). 

Die in der vorliegenden Erfindung dargestellten weiteren Ausgestaltungsformen 
25 gelten in analoger Weise auch fur die beschriebenen erfindungsgemaBen Verwen- 
dungen. 

Des weiteren kann eine biologische Matrix oder Tragerstruktur enthaltend minde- 
stens einen der Wachstumsfaktoren TPO, EPO, GH, insbesondere HGH, Somato- 
30 statin, LEF und/oder CNTF als induktives Substrat fur 3-D Wachstum und/oder 
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Regeneration innerhalb einer Vermehrungsphase oder nach einer Vermehrungs- 
phase zur Differenzierung oder zum Wachstumsarrest benutzt werden. Zum Bei- 
spiels kann mindestens einer der genannten Wachstumsfaktoren auf einen Stent in 
Kombination mit einem sogenannten Slow-release Material, wie oben beispielhaft 
beschrieben, aufgebracht werden. 

Ein weiterer Gegenstand der vorliegenden Erfindung ist daher auch eine biologi- 
sche Matrix oder Tragerstruktur enthaltend mindestens einen der Wachstumsfak- 
toren Thrombopoietin (TPO), Erythropoietin (EPO) Wachstumsfaktor (GH), ins- 
besondere "Human Growth Hormone" (HGH), Somatostatin, "Leukemia Inhibito- 
ry Factor" (LIF) und/oder "Ciliary Neurotropic Factor" (CNTF), wobei die biolo- 
gische Matrix oder Tragerstruktur hierbei auch zusatzlich mindestens einen der 
Wachstumsfaktoren TGF beta, Prostaglandin, GM-CSF, GHRH, TRH, GnRH, 
CRH, Dopamin, ADH, Oxytocin, Prolactin, Adrenocorticotropin, beta-Celltropin, 
Lutrotropin und/oder Vasopressin und gegebenenfalls zusatzlich einen oder meh- 
rere Nervenregenerationsfaktoren, vorzugsweise "nerve growth factor" (NGF) 
und/oder einen oder mehrere GefaBregenerationsfaktoren, vorzugsweise "Vascu- 
lar Endothelial Growth Factor" (VEGF) und/oder "Plateled Derived Growth Fac- 
tor" (PDGF) enthalten kann. 

Die erfindungsgemaBe biologische Matrix oder Tragerstruktur stellt beispielswei- 
se ein Implantat, ein Transplantat und/oder ein Tragermaterial zum Wachstum 
von Zellen dar, wobei die biologische Matrix oder Tragerstruktur ein Stent, ein 
Katheter, eine Haut, ein Hydrogel, ein Knochenersatzmaterial, ein allogenes, au- 
tologes oder xenogenes, azellularisiertes oder nicht-azellularisiertes Gewebe, ein 
synthetisches Gewebe, ein Feeder-Layer oder ein FlieB, wie z. B. ein FlieB aus 
Collagen, Laminin und/oder Fibronektin mit oder ohne synthetischer oder ander- 
weitiger Grundstxuktur, wie z. B. KunststofiF oder eine biologische Matrix, sein 
kann. Beispielhafte Ausfiihrungsfonnen sind bereits oben beschrieben. 
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Die biologische Matrix oder Tragerstruktur ist, wie oben bereits naher beschrie- 
ben, vorzugsweise bereits mit gewebespezifischen Zellen, Vorlauferzellen, Kno- 
chenmarkszellen, peripheres Blut, Fettgewebe und/oder Fasergewebe vorbesiedelt 
oder fur die in vivo Besiedelung bzw. das induktive Remodelling in vitro bereits 
5 vorbereitet. 

Die biologische Matrix oder Tragerstruktur kann auch mit einer 
(Bio)polymerschicht, die mindestens einen der genannten Wachstumsfaktoren 
enthalt, beschichtet sein. Als (Bio)polymerschicht eignen sich z. B. Fibrin, Plas- 
10 ma, Collagen und/oder Polylaktide. 

Die vorliegende Erfindung bezieht sich auch auf ein Verfahren zur Herstellung 
einer erfindungsgemaBen biologischen Matrix oder Tragerstruktur, bei dem eine 
gegebenenfalls aktivierte biologische Matrix oder Tragerstruktur mit mindestens 

15 einem der Wachstumsfaktoren TPO, EPO, GH, insbesondere HGH, Somatostatin, 
LIF und/oder CNTF beschichtet wird, wobei die genannte Matrix oder Trager- 
struktur gegebenenfalls mit zusatzlich mindestens einem der Wachstumsfaktoren 
TGF beta, Prostaglandin, GM-CSF, GHRH, TRH, GnRH, CRH, Dopamin, ADH, 
Oxytocin, Prolactin, Adrenocorticotropin, beta-Celltropin, Lutrotropin und/oder 

20 Vasopressin und gegebenenfalls zusatzlich mit einem oder mehreren Nervenrege- 
nerationsfaktoren, vorzugsweise NGF und/oder einen oder mehreren GefaBrege- 
nerationsfaktoren, vorzugsweise VEGF xmd/oder PDGF beschichtet werden kann. 

Die Aktivierung der biologischen Matrix oder Tragerstruktur kann beispielsweise 
25 mittels Plasmaionisation, z.B. unter Verwendung von Wasserstof^eroxid, oder 
mittels Laseraktivierung erfolgen. 

Altemativ kann eine Beschichtung mit einer biodegradablen (Bio)polymerschicht, 
die den oder die genannten Wachstumsfaktor(en) enthalt, erfolgen. Hierzu eignen 
30 sich beispielsweise Fibrin, Plasma, Collagen und/oder Polylaktide. 
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Ebenso kann gemaB dem erfindungsgemaBen Verfahren die biologische Matrix 
oder Tragerstruktur in vitro mit Zellen, vorzugsweise gewebespezifischen Zellen, 
Vorlauferzellen, Knochenmarkszellen, peripheres Blut, Fettgewebe und/oder Fa- 
sergewebe, vorbesiedelt werden. 

5 

Die oben beschriebenen bevorzugten Merkmale bzw. Merkmalsbeispiele der vor- 
liegenden Erfindung gelten in analoger Weise fur das erfindungsgemaBe Herstel- 
lungsverfahren. 

10 Die vorliegende Erfindung erstreckt sich auch auf eine Vorrichtung zur Durchfuh- 
rung der erfindungsgemaBen Verfahren, wobei ein perfiindierter Bioreaktor insbe- 
sondere in Form eines geschlossenen Systems bevorzugt ist. 

Die folgenden Beispiele sollen die Erfindung naher erlautern, ohne sie zu be- 
15 schranken. 

Beispiele: 

20 1. Knochenregeneration 

Ein phasenreines beta Tricalciumphosphat wird mit einer Mikroporositat von z. B. 
> 15 Jim als Granulat vorbereitet und in eine Form eines 3-D-Defektes entspre- 
chend eines Patientenbedarfs geformt. Dies geschieht tiblicherweise in einem 

25 Sinterungsprozess. Danach wird das Material mit Plasmaionisation behandelt, so 
dass eine Aktivierung der Oberflachen eintritt und das Konstrukt in eine Losung 
mit Thrombopoietin, Erythropoietin und/oder Wachstumshormon (GH) eingelegt 
und damit in geringen Mengen definiert beschichtet wird. Altemativ kann eine 
Inkubation in einer Losxmg ohne vorherige Oberflachenaktivierung oder eine Be- 

30 schichtung mit einer biodegradablen (Bio)polymerschicht, die diese Wachstums- 
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faktoren enthalt, erfolgen. Hier konnen z.B. Fibrin, Plasma, Collagen und/oder 
Polylaktide eingesetzt werden. 

Dieses Konstrukt wird danach entweder sofort in einen Defekt eingebracht oder in 
5 vitro mit gewebespezifischen Zellen, Vorlauferzellen oder Knochenmarkszellen 
vorbesiedelt Dadurch wird erreicht, dass der in vivo Wundheilungsprozess in 
vitro vorweggenommen wird und damit nach Implantation in vivo (z.B. nach 7 
Tagen) eine verkiirzte Reintegrationszeit erfolgen kann. Eine Kombination mit 
Faktoren der Nervenregeneration (NGF) oder GefaBregeneration (VEGF, PDGF) 
10 ist mSglich. Hierbei ist die Kombination mit den strukturbildenden Faktoren und 
Milieukonzepten interessant. 

In vivo und in vitro kommt es zur Integration des blutbildenden und stammzellrei- 
chen Knochenmarks wie auch zu einer beschleunigten Differenzierung von Oste- 
15 oblasten und einer beschleunigten Resorption der Tragermatrix und einem Ersatz 
durch normalen Knochen. Durch die Rekruktierungskompetenz und den indukti- 
ven Charakter erfolgt eine ortspezifische Integration. 

Diese kann weitergefordert werden, in dem bereits in vitro eine Ubersiedlung an 
20 den externen Seiten mit Periost erfolgt, 

2. Herzklappenregeneration und Herstellung urologischer Konstrukte 

Eine biologische Matrix (allogene oder autologe Herzklappe mit und ohne Azel- 
25 lularisierung, eine synthetische Tragerstruktur aus Kunststoffen, die dem physio- 
logischen Mikromilieu des kardiovaskularen Zielgewebes hinsichtlich der chemi- 
schen Zusammensetzung der Kollagene und deren raumlicher Anordnung nahe 
kommt) wird mit Thrombopoietin und Erythropoietin als Wachstumsfaktoren 
vorbeschichtet. 
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Danach wild das Material mit Plasmaionisation behandelt (z. B. unter Verwen- 
dung von Wasserstoffperoxid, H 2 0 2 ), wodurch zugleich eine Sterilisation erreicht 
wird, so dass eine Aktivierung der Oberfiachen eintritt und das Konstrukt in eine 
Ldsung mit Thrombopoietin, Erythopoietin und/oder Wachstumshormon (GH) 
eingelegt und damit in geringen Mengen definiert beschichtet wird. Alternativ 
kann eine Inkubation in einer Losung ohne vorherige Oberflachenaktivierung oder 
eine Beschichtung mit einer biodegradablen (Bio)polymerschicht, die diese 
Wachstumsfaktoren enthalt, erfolgen. Hier konnen z.B. Fibrin, Plasma, Collagen 
oder Polylaktide eingesetzt werden. 

Dieses Konstrukt wird danach entweder sofort an den Bedarfsort (Herzlappenpo- 
sition, als Patch oder GefaBersatz) eingebracht oder in vitro mit gewebespezifi- 
schen Zellen, Vorlauferzellen oder Knochenmarkszellen vorbesiedelt Dadurch 
wird erreicht, dass der in vivo Wundheilungsprozess in vitro vorweggenommen 
wird und damit nach Implantation in vivo (z.B. nach 7 Tagen) eine verkiirzte 
Reintegrationszeit erfolgen kann. Eine Kombination mit Faktoren der Nervenre- 
generation (NGF) oder GefeBregeneration (VEGF, PDGF) ist moglich, aber nicht 
zwingend erforderlich. 

In vivo und in vitro kommt es zur Integration des blutbildenden und stammzellrei- 
chen Knochenmarks wie auch der beschleunigten Differenzierung von Fibrobla- 
sten und glatten Muskelzellen und einer beschleunigten Resorption der Trager- 
matrix und einen Ersatz durch normales kardiovaskulares Gewebe. Durch die Re- 
krutierungskompetenz und den induktiven Charakter erfolgte eine ortspezifische 
Integration. 

Diese kann weitergefordert werden, in dem bereits in vitro eine Ubersiedlung an 
den externen Seiten mit Endothelzellen erfolgt. 

In entsprechender Weise konnen urologische Konstrukte hergestellt werden. 
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3. Vermehrung adulter Hepatozyten in Kokultur mit nichtparenchymalen 
Zellen 

5 Eine gemischte Leberzellpopulation aus einer Biopsie oder einem Teilsektat wer- 
den mit TPO und/oder EPO und/oder Wachstumshormon, z.B. HGH, in einer 
Konzentration von 10-50 ng/ml durch Zugabe zu dem Mediumuberstand behan- 
delt Die Aussaatzelldichte betragt 10 000 Zellen/cm. Nach Erreichen der Konflu- 
enz werden die Zellen mit 0,005% Collagenase und 0,01 % Trypsin unter Zusatz 

10 von 2 g/l Albumin oder autologem Serum (10-20%) fur 5 h behandelt. Danach 
werden die Zellen abgesaugt und in Kulturmedium (Williams E (Williams et al. 
(1971) Exptl. Cell Res., 69, 106) mit 2 g/l Albumin dreifach gewaschen und da- 
nach zur Sedimentation in einer mit Collagen-beschichteten Petrischale gebracht. 

15 Die Differenzierung der Zellen kann durch Uberschichtung mit einer extrazellula- 
ren Matrix erreicht werden. 

Alternativ konnen die Zellen wie iiblich unter Bewegung an der Sedimentation 
gehindert werden und zur Aggregation zusammenkommen. 

20 

Um eine zu starke Vergrofierung der Aggregate wahrend dem Wachstumsprozess 
zu venneiden, kfinnen die Zellen in einer entsprechenden Vorrichtung tiber ein 
Gitter mit einer schneidenden Maschenstruktur von 500 |im GroBe gefuhrt wer- 
den, so dass immer wieder neue Tochteraggregate entstehen k6nnen. Dies kann in 
25 einem vollstandig geschlossenen System geschehen. Idealerweise werden beruh- 
rungslose Pumpsysteme (keine Quetschung durch peristaltische Systeme, sondem 
magnetisch oder durch Druckluftkompression von Schlauchen erzeugte, gerichtete 
Strome oder Kolbenpumpen - automatisch oder manuell) eingesetzt 
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Danach konnen die Zellen eingekapselt und eingefroren werden. In der Kapsel- 
struktur, konnen strukturierte Fonnen und Raume integriert werden, die eine in 
situ Wachstumsstruktur und Vergrofierung ermSglicht. 

5 Alternativ kann auf die Kapsel verzichtet werden und durch die Prasenz der en- 
dothelialen Zellen in diesem System und gezielte Zugabe dieser Zellen eine En- 
dothelialisierung und damit optimale Hamokompatibilitat erreicht werden. 

Durch den Scherstress in einem perfundierten Bioreaktor kommt es zu einer 
10 spontanen Konfluenz der EndothelzeUen auf den Oberflachen der Aggregate. Bei 
Erreichen der ZielgroBe kSnnen diese z.B. in den bereits idealerweise zur Kultur 
verwendeten Beuteln eingefroren werden. 

4. Weichteilgewebe (Muskelpatches, Nerven, Sehnen) 

15 

Fur die Rekonstruktion von Bauchwanddefekten kSnnen Collagenfliese oder Flie- 
fie wie Laminin, Fibronektin mit oder ohne synthetische oder anderweitige 
Grundstruktur, wie z. B. Kunststoff oder eine biologische Matrix, oder raumlich 
definierte Strukturen (Rohren bei Nerven, Sehnen) entsprechend wie oben herge- 
20 stellt werden. Diese Collagenfliese oder Strukturen werden gefonnt, mit TPO, 
EPO und/oder Wachstumshormon (GH) beschichtet und implantiert oder mit 
Zellen des Zielgewebes (z. B. Tendozyen, Neuronen) vorbesiedelt. 

Eine biologische Matrix (allogene oder autologe Herzklappe mit und ohne Azel- 
25 lularisierung, eine synthetische Tragerstruktur aus Kunststoffen, die dem physio- 
logischem Mikromilieu des Zielgewebes hinsicMich chemischer Zusammenset- 
zung der Kollagene und deren rSumlicher Anordnung nahe kommt) wird mit 
Thrombopoietin und Erythropoietin als Wachstumsfaktoren vorbeschichtet. 

30 Danach wird das Material mit Plasmaipnisation behandelt (z. B. unter Verwen- 
dung von Wasserstoffperoxid, H2O2) wodurch zugleich eine Sterilisation erreicht 
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wird, so dass eine Aktivierung der Oberflachen eintritt und das Konstrukt in eine 
LSsung mit Thrombopoietin, Erythopoietin und/oder Wachstumshormon einge- 
legt und damit in geringen Mengen definiert beschichtet wird. Alternativ kann 
eine Inkubation in einer Losung ohne vorherige Oberflachenaktivierung oder eine 
5 Beschichtung mit einer biodegradablen (Bio)polymerschicht, die diese Wachs- 
tumsfaktoren ehthalt, erfolgen. Hier kann z.B. Fibrin, Plasma, Collagen und/oder 
Polylaktide eingesetzt werden. 

Dieses Konstrukt wird danach entweder sofort an den Bedarfsort (Bauchwand, 
10 Herzmuskel, Skelettmuskel als Patch) eingebracht oder in vitro mit gewebespezi- 
fischen Zellen, Vorlauferzellen oder Knochenmarkszellen vorbesiedelt. Dadurch 
wird erreicht, dass der in vivo Wundheilungsprozess in vitro vorweggenommen 
wird und damit nach Implantation in vivo (z.B. nach 7 Tagen) eine verkurzte 
Reintegrationszeit erfolgen kann. Eine Kombination mit Faktoren der Nervenre- 
15 generation (NGF) oder GefaBregeneration (VEGF, PDGF) ist mSglich, aber nicht 
zwingend erforderlich. 

In vivo und in vitro kommt es zur Integration des blutbildenden und stammzellrei- 
chen Knochenmarks wie auch zu einer beschleunigten DirTerenzierung von Fibro- 
20 blasten und glatten Muskelzellen und einer beschleunigten Resorption der Tra- 
germatrix und einen Ersatz durch normales kardiovaskulares Gewebe. Durch die 
Rekrutierungskompetenz und den induktiven Charakter erfolgte eine ortspezifi- 
sche Integration. 

Diese kann weitergefiirdert werden, in dem bereits in vitro eine Obersiedlung an 
25 den externen Seiten mit Keratinozysten (Bauchmuskel), Schwannschen Zellen 
und/oder Fasergewebe erfolgt. 
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Patentanspruche 

1. Verfahren zur Vermehrung und Differenzierung von Zellen in vitro, dadurch 
gekennzeichnet, dass der Wachstumsprozess der Zellen durch den Einsatz der 
Wachstumsfaktoren Thrombopoietin (TPO) und/oder Erythropoietin (EPO), 
und/oder Wachstumshonnon (GH), insbesondere "Human Growth Hormone" 
(HGH), und/oder Somatostatin und/oder "Leukemia Inhibitory Factor" (LIF) 
und/oder "Ciliary Neurotropic Factor" (CNTF) eingeleitet bzw. terminiert und 
strukturell gelenkt wird. 

2. Verfahren nach Anspruch 1, dadurch gekennzeichnet, dass als 
Wachstumsfaktor zusatzlich "Transforming Growth Factor beta" (TGF beta), 
Prostaglandine, Granxilozyten-Makrophagen-stimulierender Faktor (GM- 
CSF), "Growth Hormone Releasing Hormone" (GHRH), "Thyrotropin- 
releasing Homone" (TRH), "Gonadotropin-releasing Hormone" (GnRH), 
"Corticotropin-releasing Hormone" (CRH), Dopamin, "Antidiuretic Hormon" 
(ADH), Oxytocin, Prolactin, Adrenocorticotropin, beta-Celltropin, 
Lutrotropin und/oder Vasopressin eingesetzt wird. 

3. Verfahren nach Anspruch 1 oder 2, dadurch gekennzeichnet, dass zusatzlich 
ein oder mehrere Nervenregenerationsfaktoren, vorzugsweise "nerve growth 
factor" (NGF) und/oder ein oder mehrere GefMBregenerationsfaktoren, 
vorzugsweise "Vascular Endothelial Growth Factor" (VEGF) und/oder 
"Plateled Derived Growth Factor" (PDGF), eingesetzt werden. 
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4. Verfahren nach mindestens einem der Anspruche 1 bis 3, dadurch 
gekennzeichnet, dass das Verfahren in Anwesenheit von Endothelzellen 
durchgefuhrt wird. 

5. Verfahren nach mindestens einem der Anspruche 1 bis 4, dadurch 
gekennzeichnet, dass der Wachstumsprozess der Zellen lokal eingeleitet bzw. 
terminiert und strukturell gelenkt wird. 

6. Verfahren nach Anspruch 5, dadurch gekennzeichnet, dass der 
Wachstumsprozess der Zellen durch eine biologische Matrix oder durch eine 
Tragerstruktur lokal eingleitet bzw. terminiert und strukturell gelenkt wird. 

7. Verfahren nach Anspruch 6, dadurch gekennzeichnet, dass die biologische 
Matrix oder Tragerstruktur mit einem der genannten Wachstumsfaktoren oder 
mit einer Kombination der genannten Wachstumsfaktoren als Mischung oder 
sequenziell behandelt wird. 

8. Verfahren nach Anspruch 6 oder 7, dadurch gekennzeichnet, dass als 
biologische Matrix oder als Tragerstruktur ein Implantat, ein Transplantat 
und/oder ein Tragermaterial zum Wachstum von Zellen verwendet wird. 

9. Verfahren nach mindestens einem der Anspruche 1 bis 8, dadurch 
gekennzeichnet, dass die biologische Matrix oder Tragerstruktur mit Zellen, 
vorzugsweise gewebespezifischen Zellen, Vorlauferzellen, Knochenmarks- 
zellen, peripheres Blut, Fettgewebe und/oder Fasergewebe, vorbesiedelt oder 
fiir die in vivo Besiedelung bzw. das induktive Remodelling in vitro bereits 
vorbereitet wurde. 

10. Verfahren nach mindestens einem der Anspriiche 1-9, dadurch 
gekennzeichnet dass als Zellen adulte Progenitorzellen und/oder 



gewebespezifische Zellen, vorzugsweise Osteoblasten, Fibroblasten, 
Hepatozyten und/oder glatte Muskelzellen eingesetzt werden. 

11. Verfabxen nach mindestens einem der Anspriiche 1-10 zur lokal spezifischen 
und/oder gerichteten Vermehrung, strukturellem Wachstum und 
nachfolgender Differenzierung adulter ZeUen und/oder zur Regeneration von 
Knochen, Geweben und/oder endokriner Organe. 

12. Verfabxen nach mindestens einem der Anspriiche 1 bis 4, dadurch 
gekennzeichnet, dass mittels einer geeigneten Vorrichtung die sich 
gegebenenfalls wahrend des Wacbstumsprozesses bildenden Zellaggregate 
zerkleinert und gegebenenfalls eingekapselt und gegebenenfalls eingefiroren 
werden. 

13. Biologische Matrix oder Tragerstruktur enthaltend mindestens einen der 
Wachstumsfaktoren TPO, EPO, GH, insbesondere HGH, Somatostatin, LIF 
und/oder CNTF. 

14. Biologische Matrix oder Tragerstruktur nach Anspruch 13 enthaltend 
zusatzlich mindestens einen der Wachstumsfaktoren TGF beta, 
Prostaglandin^ GM-CSF, GHRH, TRH, GnRH, CRH, Dopamin, ADH, 
Oxytocin, Prolactin, Adrenocorticotropin, beta-Cehtropin, Lutrotropin 
und/oder Vasopressin und gegebenenfalls zusatzlich einen oder mehrere 
Nervenregenerationsfaktoren, vorzugsweise NGF und/oder einen oder 
mehrere GefaBregenerationsfaktoren, vorzugsweise VEGF und/oder PDGF. 

15. Biologische Matrix oder Tragerstruktur nach Anspruch 13 oder 14, dadurch 
gekennzeichnet, dass die biologische Matrix oder Tragerstruktur ein 
Implantat, ein Transplantat und/oder ein Tragermaterial zum Wachstum von 
Zellen ist. 
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16. Biologisclie Matrix oder Tragerstruktur nach einem der Ansprttche 13 bis 15, 
dadurch gekennzeichnet, dass die biologische Matrix oder Tragerstruktur ein 
Stent, ein Patch, ein Katheter, eine Haut, ein Hydrogel, ein 
Knochenersatzmaterial, ein allogenes, autologes oder xenogenes, 
azellularisiertes oder nicht-azellularisiertes Gewebe, ein synthetiscb.es 
Gewebe, ein Feeder-Layer oder ein FlieB ist. 

17. Biologische Matrix oder Tragerstruktur nach einem der Ansprttche 13 bis 16, 
dadurch gekennzeichnet, dass die biologische Matrix oder Tragerstruktur mit 
Zellen, vorzugsweise gewebespezifischen Zellen, Vorlauferzellen, 
Knochenmarkszellen, peripheres Blut, Fettgewebe und/oder Fasergewebe, 
vorbesiedelt ist 

18. Biologische Matrix oder Tragerstruktur nach einem der Ansprttche 13 bis 17, 
dadurch gekennzeichnet, dass die biologische Matrix oder Tragerstruktur mit 
einer biodegradablen (Bio)polymerschicht enthaltend mindestens einen der 
genannten Wachstumsfaktoren beschichtet ist. 

1 9. Verfahren zur Herstellung einer biologischen Matrix oder Tragerstruktur nach 
mindestens einem der Ansprttche 13 bis 18, dadurch gekennzeichnet, dass 
eine gegebenenfalls aktivierte biologische Matrix oder Tragerstruktur mit 
mindestens einem der Wachstumsfaktoren TPO, EPO, GH, insbesondere 
HGH, Somatostatin, LIF und/oder CNTF beschichtet wird. 

20. Verfahren nach Anspruch 19, dadurch gekennzeichnet, dass die genannte 
Matrix oder Tragerstruktur mit zusatzlich mindestens einem der 
Wachstumsfaktoren TGF beta, Prostaglandin, GM-CSF, GHRH, TRH, 
GnRH, CRH, Dopamin, ADH, Oxytocin, Prolactin, Adrenocorticotropin, 
beta-Celltropin, Lutrotropin und/oder Vasopressin und gegebenenfalls 
zusatzlich mit einem oder mehreren Nervenregenerationsfaktoren, 



vorzugsweise NGF und/oder einen oder mehreren GefaBregenerations- 
faktoren, vorzugsweise VEGF und/oder PDGF beschichtet wird. 



21. Verfahren nach Anspruch 19 oder 20, dadurch gekennzeichnet, dass die 
Aktivierung der biologischen Matrix oder Tragerstruktur mittels 
Plasmaionisation oder Laseraktivierung erfolgt. 

22. Verfahren nach mindestens einem der Ansprttche 19 bis 21, dadurch 
gekennzeichnet, dass die genannte biologische Matrix oder Tragerstruktur in 
vitro mit Zellen, vorzugsweise gewebespezifischen Zellen, Vorlauferzellen, 
Knochenmarkszellen, peripheres Blut, Fettgewebe und/oder Fasergewebe, 
vorbesiedelt wird. 

23. Vorrichtung zur Durchfuhrung eines Verfahrens gemafi mindestens einem der 
Anspruche 1 bis 12 und 19 bis 22. 

24. Vorrichtung nach Anspruch 23, dadurch gekennzeichnet, dass die 
Vorrichtung ein perfundierter Bioreaktor, vorzugsweise in Form eines 
geschlossenen Systems ist. 

25. Verwendung der Wachstumsfaktoren TPO und/oder EPO und/oder GH 
und/oder Somatostatin und/oder LIF und/oder CNTF zur Herstellung eines 
Arzneimittels zur Behandlung der Regeneration von Knochen, Knorpel, 
Geweben und/oder endokriner Organe, insbesondere von Herzmuskel, 
Herzklappen, Venenklappen, Arterienklappen, Haut, GefaBen, Aorten, 
Sehnen, Cornea, Knorpel, Knochen, Tracea, Nerven, Miniskus, Diskus 
intervertebralis,/Ureteren, Urethra oder Blasen, bzw. zur Behandlung von 
Degenerationserkrankungen und/oder zur Untersttitzung des 
Wundheilungsprozesses, insbesondere/hn Bereich Haut, vorzugsweise bei 
diabetischer Ulzera oder Gingiva und/oder zur Behandlung von 
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Lebererkrankungen, insbesondere von Leberzirrhose, Hepatitis, akuten oder 
chronischen Leberversagen,, > ' V 

26. Verfabren nach Anspruch 25, dadurch gekennzeichnet, dass als 
wWstumsfaktor zusatzlich "Transforming Growth Factor beta" (TGF beta), 
Prostaglandine, Gi^ulozyten-Makrophagen-sthnulierender Faktor (GM- 
CSF), "Growth Hormone Releasing Hormone" (GHRH), "Thyrotropin- 
releasing Homone" (TRH), "Gonadotropin-releasing Hormone" (GnRH), 
"Corticotropin-releasing Hormone" (CRH), Dopamin, "Antidiuretic Hormon" 
(ADH), Oxytocin, Prolactin, Adrenocorticotropin, beta-Celltropin, 
Lutrotropin und/oder Vasopressin verwendet wird. 

27. Verfahren nach Anspruch 25 oder 26, dadurch gekennzeichnet, dass 
zusatzlich ein oder mehrere Nervenregenerationsfaktoren, vorzugsweise 
"nerve growth factor" (NGF) und/oder ein oder mehrere 
GefSBregenerationsfaktoren, vorzugsweise "Vascular Endothelial Growth 
Factor" (VEGF) und/oder "Plateled Derived Growth Factor" (PDGF), 
verwendet werden. 



* 
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Bionethos Holding GmbH B38209I 



Zusammenfassung 

Die vorliegende Erfindung betrifft zum einen ein in vitro und in vivo Verfahren zur 
Vermehrung und Differenzierung von Zellen, bei dem der Wachstumsprozess der Zellen 
durch den Einsatz der Wachstumsfaktoren Thrombopoietin (TPO) und/oder Erythropoietin 
(EPO), und/oder Wachstumshormon (GH), insbesondere "Human Growth Hormone" (HGH), 
und/oder Somatostatin und/oder "Leukemia Inhibitory Factor" (LIF) und/oder "Ciliary 
^^Neurotropic Factor" (CNTF) eingeleitet bzw. terminiert und strukturell gelenkt wird, und zum 
^Bftideren eine biologische Matrix oder Tragerstruktur enthaltend die genannten 
Wachstumsfaktoren sowie ein Verfahren und eine Vorrichtung zu deren Herstellung bzw. zur 
Durchfuhrung des erfindungsgemafien Verfahrens. 



This Page is inserted by IFW Indexing and Scanning 
Operations and is not part of the Official Record 



BEST AVAILABLE IMAGES 



Defective images within this document are accurate representations of the 
original documents submitted by the applicant. 

Defects in the images include but are not limited to the items checked: 



□ BLACK BORDERS 

□ IMAGE CUT OFF AT TOP, BOTTOM OR SIDES 

□ FADED TEXT OR DRAWING 

q/ BLURED OR ILLEGIBLE TEXT OR DRAWING 

□ SKEWED/SLANTED IMAGES 

□ COLORED OR BLACK AND WHITE PHOTOGRAPHS 

□ GRAY SCALE DOCUMENTS 
LINES OR MARKS ON ORIGINAL DOCUMENT 
REPERENCE(S) OR EXHIBIT(S) SUBMITTED ARE POOR QUALITY 

□ OTHER: 



IMAGES ARE BEST AVAILABLE COPY. 
As rescanning documents will not correct images 
problems checked, please do not report the 
problems to the IFW Image Problem Mailbox 



